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肺癌は他の癌腫と比較し，予後不良な疾患である．肺
癌症例における腫瘍免疫の病態解析は，今後の免疫療法
にとって重要となってくる．メラノーマ，腎細胞癌のよ
うな免疫原性の悪性腫瘍では，DC ワクチン治療が有望
であることがわかっているが1,2），肺癌での臨床試験で
もよい成績が示されている3〜6）．抗原提示細胞である
DC は，免疫応答において重要な役割を担っている．
DC は癌組織を取り込み，癌特異的ヘルパー T 細胞 （T 
helper， Th） や 細 胞 障 害 性 T 細 胞 （cytotoxic T cell, 
CTL） の活性化にかかすことのできない抗原提示細胞で
あり，抗腫瘍効果の初期の免疫機能に関わっている．
ヒト由来の DC は一般的に 2 つの系統に分類されてお
り，骨髄系 DC （myeloid DC, mDC） と形質細胞様 DC
（plasmacytoid DC, pDC） に分けられる7,8）．末梢血単球
由来の mDC は，顆粒球・マクロファージコロニー刺 
激因子（Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating 
Factor, GM-CSF），インターロイキン 4（interleukin-4, 
IL-4）により分化し，ナイーブ T 細胞から Th1（T 
helper 1）に傾いた CD4 （＋） T 細胞へ誘導する働きが
ある9〜13）．生体内において，mDC は強い貪食能と抗原
提示能を持ち，細胞性免疫の獲得に関与しているとされ
ている．一方，pDC は，インターロイキン 3（interleu-
kin-3, IL-3）との培養で誘導され，免疫寛容などに働
いている14,15）．
DC は未熟な状態で末梢血中に存在し，特異的な腫瘍
抗原をとらえ認識する．インターフェロン a（Interfer-
on-a，IFN-a），Toll 様受容体 （toll-like receptor, TLR）
アゴニストのような炎症性メディエーターに応答し成熟
をおこすと，T 細胞に抗原提示をし，特異的抗腫瘍 T
細胞応答を活性化させる能力を獲得し，各組織へと遊走
する16,17）．生物活性のある IL-12p70 を産生する DC は
著明な抗腫瘍免疫を誘導する．ナチュラルキラ （ーNatu-
ral killer, NK）細胞の活性を増強し，Th1 反応へ導き，
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???　肺癌患者，特に進行期患者の抗腫瘍免疫能の低下における樹状細胞の関与を検討するために，末梢
血樹状細胞 （dendritic cell, DC） のサブセットと DC への脂質集積を検討した．肺癌症例から得られた末梢血よ
り，モノクローナル抗体を結合させ，フローサイトメトリーを使用し DC のサブセットとその割合を分析した．
また，分離した DC で，脂肪親和性蛍光色素（BODIPY 650/665）を使用し脂質集積を分析した．未治療肺癌
患者において，健常人と比較し末梢血 DC 数が有意に減少し，病期分類 III＋IV 期の患者群で骨髄系 DC （my-
eloid DC, mDC） と形質細胞様 DC （plasmacytoid DC, pDC） ともに有意に減少していた．BODIPY650/665 の
蛍光強度でみた DC への脂質集積は，健常者と比較し，肺癌 III＋IV 期の症例群で有意に高値を示した．また，
サブセット別の解析では mDC において蛍光強度が高値を示し，脂質集積を認めた．細胞内へ蓄積された脂質は
トリグリセリド （triglyceride, TG） であることが同定された．肺癌症例の末梢血中 mDC では，健常者と比較し
混合リンパ球反応 （mixed leukocyte reaction, MLR） の低下を認めた．肺癌患者では末梢血 DC 数の明らかな減
少と DC 細胞内へ多量の脂質集積による抗原提示細胞としての機能の低下から，抗腫瘍免疫能が抑制されてい
るものと考えられた．
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健常人及び肺癌患者より末梢血を採取し，セルソータ
ー （FACS Aria, BD）で Lineage（−）， HLA-DR（＋） の
DC 分画をソートし，BODIPY 650/665 と核内染色の
DAPI（4 ’, 6-Diamidino-2-phenylindole, Polysciences, 
Warrington, PA, USA）で染色した．その細胞を蛍光顕
微鏡で，DC への脂質集積を分析した．
?????? ???
オイルレッド O 染色はアゾ色素の 1 種で，無極性・
脂溶性であるため，細胞内脂質（トリグリセリド）に溶
け込み，トリグリセリドを特異的に染色する方法とされ
ている24）．未治療肺癌症例と健常人から採取した末梢血
より mDC, pDC を FACS aria （BD）を用いて細胞分離
しサイトスピンを用いてスライド標本を作成し，10％
ホルマリン固定後にオイルレッド O（SIGMA-AL-
DRICH, St. Louis, USA）で染色を行い，細胞内トリグ
リセリドを染色した．
????????
未治療肺癌症例と健常人から採取した末梢血より，
mDC と pDC を FACS Aria （BD）を用いて細胞分離し
た．細胞内トリグリセリド高感度定量キットである Ad-
ipogenesis Assay Kit （Bio Vision, Milpitas, CA, USA）
を用いて定量を行い，健常人と肺癌症例の細胞内トリグ
リセリドの集積量の差を比較した．
????????
健常人及び肺癌患者より末梢血を採取し，セルソー 
タ ー （FACS Aria） で Lineage （−），HLA-DR （＋），
CD11c（＋），CD123（−）の mDC 分画をソートし，同種
異系のナイーブ T 細胞と 1：6（DC：ナイーブ T 細胞）
の割合で，96 ウェルプレートを使用し共培養した．6 日
間培養後に BrdU（10 mM 5-bromo 2-deoxyuridine PBS, 
pH 7.4, Roche, Basel, Switzerland）を添加し，細胞を
Cell Proliferation ELISA, BrdU kit （Roche Applied Sci-
ence） を用いて BrdU の細胞内取り込みを行い，マイク
ロプレートリーダー （Molecular Devices, Japan）を用
いて測定を行った．
????
統計解析は，JMP version 9.0.2（SAS, Cary, NC, USA）
を使用した．データは平均±標準偏差で表し，ノンパラ
メトリックな解析を行い，群間ごとに Wilcoxon 検定を
した．p＜0.05 を統計学的に有意差とした．
腫瘍特異的 CD8（＋）細胞を誘導する18,19）．
しかし，担癌患者では，抗腫瘍免疫が低下しているこ
とが知られている．多くの腫瘍は，DC の成熟あるいは
分化を抑制するサイトカインやほかの因子を産生するこ
とで免疫応答から回避する16）．Th1 細胞由来のサイト
カインにより活性化された CTL は細胞障害活性を示し，
癌細胞に対してアポトーシスを誘導するが，癌患者にお
いては T 細胞の活性が低下しており，その機構の一つ
として腫瘍細胞から放出されるトランスフォーミング増
殖因子ベータ（transforming growth factor-b，TGF-
b）による Th1 細胞および CTL の活性抑制が存在す
る 20,21）．DC の機能障害をおこす要因は十分に明らかに
なっていないが，その要因の一つとして，担癌患者では
DC に脂質が集積し，DC の機能が抑制されている可能
性がある22）．DC における脂質集積のメカニズムを明ら
かにすることは，新しい免疫療法の開発につながること
が期待される．今回，肺癌症例を対象とし，末梢血中の
DC のサブセットと脂質の集積を解明することで，肺癌
における腫瘍免疫能の変化を明らかにするため本研究を
行った．
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患者は，病理組織学的に診断された未治療肺癌症例を
対象とした．肺癌の病期診断は，TNM 分類第 7 版で病
期分類された23）．アレルギー疾患や感染症，自己免疫性
疾患，悪性腫瘍の既往がなく，同意が得られた健常人を
対象群とした．全症例にインフォームドコンセントを得
た．
??????????
健常人及び肺癌患者より末梢血約 20 ml のヘパリン採
血を行い，下記のモノクローナル抗体を採取した新鮮末
梢血に添加し，室温で 2 時間培養した．Lineage-1；
FITC （BD Biosciences, San Jose, CA, USA），HLA-
DR；Per-CP （BD），CD11c；FITC （BD），CD11c；
PE （BD），CD123；PE （BD），CD1a；APC （BD），
CD1a；PE （BD），BDCA-1 （CD1c）；APC, BDCA-
2；APC （Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germa-
ny）．その後 Cell Lysing Solution （BD） を用いて，赤血
球の溶血と細胞固定を行った．固定後の細胞に脂肪親和
性 蛍 光 色 素 BODIPY 650/665 （Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA）を添加し，室温で 15 分間培養し
た細胞を FACS calibur （BD）を使用し，DC サブタイ
プとその割合をフローサイトメトリーで分析した．その
データは Cell Quest Pro （BD Biosciences）で解析した．
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で有意に減少していた（図 2）．
???? ????????
脂肪親和性蛍光色素（BODIPY 650/665）にて染色
した末梢血中 DC の平均蛍光強度（mean fluorescence 
intensity, MFI）値を解析した結果，健常者（1148.6±
237.1）と比較して，肺癌患者では病期の進行により
MFI 値の増強が認められた．すなわち，I＋II 群では，
1299.9±293.8 と上昇傾向を認めたが有意ではなく（p
＝0.0892），III＋IV 群では 1419.7±283.7 と有意（p＝
0.0053）な上昇を示した（図 3）．また，DC のサブセッ
ト別の脂質集積の解析で，健常者 mDC（0.036±0.063 
????
????
肺癌 29 例，健常者 25 例がこの研究の対象となった．
肺癌の平均年齢 71.6 歳 （範囲 53-84 歳）， 男/女 21 例/8
例，健常者平均年齢 55.7 歳（範囲 28-67 歳），男/女 10
例/15 例であった．肺癌の組織型は腺癌 18 例，扁平上
皮癌 7 例，小細胞肺癌 3 例，非小細胞肺癌 1 例であった．
病期分類 I 期 10 例，II 期 1 例，III 期 6 例，IV 期 12 例
の内訳であった（表 1）．
??? ???
フローサイトメトリー解析により，末梢血中の DC 数
は，健常者（954.9±629.2/白血球 200,000 カウント）
と比較し，肺癌患者で有意に減少していた（I＋II 群；
452.6±221.2/白血球 200,000 カウント，p＝0.0021，III
＋IV 群；418.0±219.9/白血球 200,000 カウント，p＝
0.0002）（図1）．DCサブタイプでの解析では，mDCでは，
健常者（516.3±386.8/白血球 200,000 カウント）と比
較 し， 肺 癌 III＋IV 期 患 者（207.7±201.3/ 白 血 球
200,000 カウント，p＝0.0007）で有意に減少していた．
また，pDC でも健常者（84.0±45.8/白血球 200,000 カ
ウント） と比較し， 肺癌 I＋II 期患者 （35.0±14.9/白血
球 200,000 カウント， p＝0.0009） および肺癌 III＋IV 期
患者 （32.9±38.8/白血球 200,000 カウント，p＝0.0004）
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???　患者背景
健常者 肺癌患者
人数 25 29
年齢 （歳） 平均 55.7 71.6
範囲 28-67 53-84
性別 男/女 10/15 21/8
組織診断 腺癌 18
扁平上皮癌 7
小細胞癌 3
非小細胞肺癌 1
病期分類 I/II/III/IV 10/1/6/12
P=0.0002
P=0.0021
健常者
肺癌病期
???　末梢血 DC 数
末梢血にモノクローナル抗体を添加後溶血し，細胞固定の処理を行ったあと，FACS calibur
を使用し，HLA-DR （＋），Lineage-1 （−） の分画を DC とし，白血球 200,000 カウントでの
細胞数を解析した．健常者群と肺癌 I＋II 期群の間に p＝0.0021，肺癌 III＋IV 期群の間に p＝
0.0002 の有意差があった．点は個々のデータ，長横線は平均，縦線は標準偏差を表す．
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脂肪親和性蛍光色素（BODIPY 650/665）で蛍光染
色された健常人及び肺癌患者の末梢血 DC を蛍光顕微鏡
にて解析した結果，肺癌患者の DC では，細胞質内に明
らかに BODIPY の強い発光を認めた（図 5）．
％）に対し，I＋II群mDC（0.185±0.183 ％，p＝0.0003），
III＋IV 群 mDC（0.177±0.212％，p＝0.0001） で と も
に有意な上昇を認めた．肺癌症例では mDC への脂質集
積は増加していたが，pDC では集積増加は認められな
かった（図 4）．
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???　DC サブタイプ別の DC 数
FACS caliburを使用し，Lineage （−），HLA-DR （＋），CD11c （＋） のmDCと，Lineage （−），
HLA-DR （＋），CD123 （−） の pDC 分画の細胞数を，健常者，肺癌 I＋II 期，肺癌 III＋IV
期で解析した．mDC は，健常者と比較し，肺癌 III＋IV 期で有意に減少を認めた．また， 
pDC は，健常者と比較し，肺癌 I＋II 期，肺癌 III＋IV 期ともに減少していた．
???　DC の BODIPY 650/665 蛍光強度
HLA-DR （＋），Lineage-1 （−） で分画した DC の BODIPY650/665 の MFI をコントロール
群と肺癌の病期分類ごとに比較した．健常者群と肺癌 III＋IV 期群の間に p＝0.0053 で有意差
があった．
P=0.0053
P=0.0892
健常者
肺癌病期
肺癌における末梢血樹状細胞への脂質集積
ことが示唆された（図 6）．
?????????????
DC 内のトリグリセリドを細胞内トリグリセリド高感
度定量キットである Adipogenesis Assay Kit（Bio Vi-
?????? ???
細胞内脂質（トリグリセリド）に溶け込むとされてい
るオイルレッド O で末梢血 DC の染色を行った結果，
肺癌患者においてより多くの染色細胞が認められ，BO-
DIPY で染色された細胞内脂質はトリグリセリドである
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???　mDC，pDC の BODIPY 650/665
HLA-DR （＋），Lineage （−） DC 割合に対する BODIPY 発現陽性 mDC および pDC 割合の
比率を示し，健常者 mDC 群に対して，肺癌 I＋II 群，肺癌 III＋IV 群で有意に上昇していた．
P=0.0003
P=0.0001
健常者
mDC
健常者
pDC
肺癌I+II
mDC
肺癌I+II
pDC
肺癌III+IV
mDC
肺癌III+IV
pDC
a）健常者DC b）肺癌DC 
×600 ×600 
×1000 ×1000 ×1000 ×1000 
???　DC への脂質集積
末梢血より分離した DC を BODIPY650/665 染色を行い，蛍光顕微鏡で確認した．?）健常者 DC の細胞内
の蛍光はわずかのみであったが，?）肺癌 DC の細胞内には強い蛍光が認められた．
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脂質は，さまざまな状態で存在し，脂肪酸，リン脂質，
スフィンゴリピッド，ステロール，リポ蛋白など，また
その代謝物，酸化物が免疫細胞に影響していることが知
られている．近年，脂質がマクロファージの機能に影響
を及ぼすことが報告されているが，脂質の DC への影響
を研究した報告はまだ少ない． Loscher らは，マウス
の骨髄由来の DC において，複合リノール酸が核因子
-kB（nuclear factor-kB, NF-kB）の活性や IL-12 の産
生を抑制し，細胞外シグナル調節キナーゼ（extracellular 
signal-regulated kinase，ERK）を介して IL-10 の誘導
をしていると報告している25）．また，脂肪酸がヒト由来
の DC の活性を主にペルオキシゾーム増殖剤応答性受容
体 -g（peroxisome proliferator-activated receptor-g，
PPAR-g）を介して調節していると報告がある26）．脂肪
酸が DC の成熟や機能に関わり，膜受容体（TLR），
PPAR-g，NF-kB を介してシグナル伝導している可能
性がある．
DC の機能に対する脂質集積の影響については22），マ
ウスの DC の細胞内に脂質，とくにトリグリセリドの集
積がみられることが報告されている．またヒトにおける
sion）を用いて定量した結果，健常者 mDC（4.23±2.52 
nmol）と比較し，肺癌 mDC 群（17.73±3.89 nmol，p＝
0.0339）で有意に高いトリグリセリド値を示した．一方，
pDC では，健常者，肺癌ともにトリグリセリドは低値
であった（図 7）．
????????
末梢血中 DC を同種異系ナイーブ T 細胞と共培養を
行い，抗原提示能を確認したところ， mDC において健
常者（1.21±0.19 rlu/s×103）よりも肺癌患者（0.32±
0.26 rlu/s×103, p＝0.0195）で有意に低い反応値を示し
た（図 8）．pDC では，健常者，肺癌ともに低値であった．
?????
本研究において，肺癌患者の末梢血から得られた DC
には，脂質集積が増加しており，トリグリセリドである
こと，集積する DC のサブセットが mDC であることが
確認された．さらに，がんの進行，転移とともに，DC
への脂質集積が増加することが，我々の研究で初めて確
認された．脂質の集積した DC では，リンパ球増殖能が
低下しており，抗腫瘍免疫能が低下していることが示唆
T52 DJMS
a）健常者DC b）肺癌DC
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???　オイルレッド染色
?）健常者 DC では染色細胞は少数であった．?）肺癌 DC ではオイルレッド染色細胞が多数確認された．
肺癌における末梢血樹状細胞への脂質集積
非小細胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC），
腎細胞癌の DC においても脂質集積がみられたという．
この報告ではヒトの症例数は 6 例と少数例での検討であ
り，ヒトにおけるさらなる検討が必要であると考え，こ
の研究を行った．その結果，我々の研究でもヒト肺癌の
末梢血 DC に脂質集積を認め，細胞内トリグリセリド高
感度定量とオイルレッド O 染色を行いトリグリセリド
であることを確認した．これらの結果は，Heber らの報
告22）を支持する結果であった．さらに，我々の研究に
おいては，がんの進行とともに DC 数は減少し，DC へ
の脂質集積は増強すること，DC への脂質集積は mDC
であったことがわかり，新しい知見であった．
この脂質の集積に影響する因子として，担癌状態以外
にも加齢や血清トリグリセリド値の影響が存在する可能
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P=0.0339
健常者mDC 健常者pDC肺癌mDC 肺癌pDC
???　DC 内トリグリセリドの定量
健常人及び肺癌患者より末梢血を採取し，セルソーター （FACS Aria） で Lineage （−），
HLA-DR （＋），CD11c （＋） の mDC と，Lineage （−），HLA-DR （＋），CD123 （−） の
pDC 分画をソートし，Adipogenesis Assay Kit （Bio Vision） の細胞溶解液を用いて細胞を溶
解し，キットに基づいて細胞内トリグリセリドの定量を行った．健常者 mDC （n＝4） より肺
癌 mDC （n＝3） の細胞内トリグリセリド値が上昇している傾向であった．
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P=0.0195
???　混合リンパ球反応
末梢血 DC と同種異系ナイーブ T 細胞を 1：6 比で共培養し，BrdU を用いて T
細胞の増殖率を測定した．健常者 mDC より肺癌 mDC の MLR の低下を認めた．
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性が考えられる．年齢については，健常者の年齢が平均
55.7 歳と肺癌より若年であったが，健常者，肺癌，全
症 例 の い ず れ の 集 団 で も， 年 齢 と DC の BODIPY 
650/665 MFI には相関がみられず，年齢の影響はない
ものと考えられた．また，血清 TG 値の影響も同様に解
析したところ，血清トリグリセリド値と DC の BO-
DIPY 650/665 MFI には相関はみられず，血清トリグ
リセリド値の影響はないものと考えられた（示されてい
ないデータ）．
DC への脂質集積に関わる受容体にスカベンジャーフ
ァミリーが関わり，その中でマクロファージスカベンジ
ャー受容体 1（macrophage scavenger receptor 1, Msr-
1）の発現が上昇していたと報告されているが22），我々
の研究では，肺癌末梢血 DC 表面に蛋白としての Msr-1
の発現増強を示さなかった．（示されていないデータ）．
マウスとヒトにおいては DC の脂質集積に関わる受容体
が異なる可能性も考えられる．また，マウスの骨髄，脾
臓 DC において，脂質集積にスカベンジャー受容体 B
（scavenger receptor B, SRB）の発現が増強していたと
の報告27）もあり，今後，ヒト肺癌における DC の脂質
生成や代謝，発現受容体など脂質集積のメカニズムにつ
いて解明する必要がある．
腫瘍免疫において，DC は癌細胞抗原を取り込み，T
細胞へ抗原提示する．T 細胞は主要組織適合遺伝子複合
体（major histocompatibility complex, MHC）から提示
された癌細胞抗原を認識する．そして，T 細胞は癌組織
で，癌細胞表面にある MHC を認識し，アポトーシスを
誘導する．この過程で肺癌症例においては DC の機能不
全がおきていることが考えられるため，我々は癌患者の
DC において MLR で検討した．DC と同種異系のナイ
ーブ T 細胞の割合は 1：6（DC：ナイーブ T 細胞）が
MLR の反応が高く28），我々の研究でもその割合で行っ
た．脂質集積が高い癌患者 DC の MLR では，健常者
DC の MLR より有意に低下を認めており，DC への脂
質集積がナイーブ T 細胞への抗原提示を低下させ，T
細胞のアポトーシス誘導を抑制していることが考えられ
る．また，末梢血において，CD8 （＋） T 細胞の減少が
癌患者でみられ（示されていないデータ），癌細胞から
の TGF-b，IL-10 などの因子だけではなく，DC への
脂質集積も影響し，CTL への誘導低下や活性化の抑制
が存在すると考えられる．
腫瘍免疫の低下には，様々な要因が関与するといわれ
る．癌抗原への曝露が長時間になると，T 細胞に補助刺
激受容体のプログラム死受容体（programmed death 
receptor-1, PD-1）の発現を認め，癌細胞上に PD-1 リ
ガンドを発現させ，結合することで T 細胞の活性化を
抑制する機序が明らかになっている29,30）．抗 PD-1 抗体
の開発により，PD-1 リガンドと競合的に PD-1 と結合
し，T 細胞抑制をおさえる治療戦略が考えられ，臨床応
用まで至っている．固形癌を対象とした第 I 相臨床試験
が行われ，NSCLC，メラノーマ，腎癌に対する抗 PD-1
抗体の効果が報告され31），第 I 相臨床試験ではあるが高
い奏効率を示し期待される．また PD-1 のほかに TIM-
3，BTLA，LAG-3 の抑制性共刺激マーカーの関与が報
告されている32〜34）．
このように，腫瘍免疫には様々なメカニズムが関わり，
免疫抑制，免疫寛容をおこし，腫瘍免疫から癌細胞は逃
避していることがわかる．我々は，DC への脂質集積に
焦点をあて，癌の進行とともに mDC への有意な脂質集
積の増強を明らかにした．癌患者の DC では，MLR が
低下しており，初期の腫瘍免疫を司る DC の免疫応答の
低下を認めた．今後さらに，DC における脂質取り込み
のメカニズムを明らかにすることで，脂質取り込みを制
御する薬剤が開発できれば，癌患者の抗腫瘍免疫の増強
する新しい免疫療法が確立できる可能性がある．
????
・未治療肺癌患者では，健常人と比較し，末梢血樹状
細胞数が有意に減少していた．
・肺癌症例では，pDC と比較し mDC 優位に細胞内
の脂質集積を認め，健常者より脂質集積が強くなっ
ていた．
・肺癌患者において，末梢血 DC と同種異系ナイーブ
T 細胞との混合リンパ球反応で低下を認め，免疫応
答の低下を認めた．
・細胞内へ多量の脂質が集積することにより，抗原提
示細胞としての機能が抑制され，抗腫瘍免疫応答が
起きにくい状態になっていることが考えられ，今後
さらなる検討が必要であると思われた．
????　本研究にあたり，ご指導賜りました呼吸
器・アレルギー内科学教室福田健教授，石井芳樹教授，
ならびに，鈴木みつ美研究員，藤牧未央研究員に深甚な
る謝意を表します．
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